





































































イネ可食部から MC が検出されたという報告も存在する。それ故、土壌の MC 吸着および




2. 実験方法  
有毒藍藻類産生毒 MC の作物による吸収蓄積および土壌内吸着特性を検討するため、ま
ず、様々な疎水性 MC-LR 吸着剤の報告を参考にして、疎水性有機態炭素を含有する黒ボ




様に検討した。その際、MC-LR の疎水性・親水性割合に対して pH の与える影響を考慮し、
添加溶液 pH の MC 吸着特性に与える影響を検討すると同時に、MC-LR 以外の特性の異な
る MC 種に対する日本の土壌の有する吸着特性を総合的に評価した（第 3 章）。イネおよ
び空芯菜の有する吸収能の検討には国産イネ（Oryza sativa cv. コシヒカリ）および空芯菜
を用い、ガラスビーズを支持体とした無菌水耕栽培法を用いて検証を行った（第 4 章）。最
後に、土壌の有する MC 吸着能および作物による吸収蓄積能を既往報告と比較し、国内に
おける健康リスクおよび水源管理対策を検討した（第 5 章）。  
3. 結果および考察  
第 2 章の通り、滅菌黒ボク土の MC-LR 吸着率は 70 %以上であり、添加濃度に関わらず
吸着量は平衡濃度に比例することが分かった（R2 = 0.98, 濃度範囲 0 ~ 1,150 µg・l-1）。MC
は、その分子構造中に疎水性の強い構造を有するため、疎水性吸着剤の場合と同様に黒ボ
ク土中の疎水性有機態炭素成分による疎水結合により MC が吸着除去されたと判断された。 
一方、第 3 章の通り、滅菌赤玉土粉末による MC-LR 吸着率は 87 %以上と、黒ボク土を
上回る吸着能を有することが分かった。各土壌の含有有機態炭素量（TOC）を別途測定し





の様な疎水結合とは異なる吸着機構が働いたことが分かった。親水性 MC-LR は周辺の pH
によっては負電荷を有する可能性が指摘されており、赤玉土は部分的に正電荷を有するこ
とが報告されている。よって、赤玉土の有する正電荷が親水性 MC-LR（MC-LR－）の負電
荷を吸着したと判断された。吸着等温線の Henry 式を用いて各土壌の吸着能に与える pH
影響を検討したところ、実環境中で観測される pH 範囲（5.5 ~ 9.5）では黒ボク土の吸着能
は影響を受けないことが明らかとなった。対して、赤玉土では pH 7.5 → 9.5 にかけて吸着
能が減少することが分かった。この結果は、両土壌共に影響の緩和される初期 pH 範囲が
存在したことを意味する。この点に関して、全濃度および初期 pH 条件における実験終了
時の上澄水 pH が 5 ~ 6 の間を示し、かつ滅菌黒ボク土・赤玉土の pH（H2O）が各々5.7、
5.4 であったことから、両土壌共に pH 緩衝作用が働いたことが原因と判断された。しかし
ながら、赤玉土では pH 緩衝作用が確認されたにもかかわらず、高い初期 pH 条件では吸着
能が低下していた。これは粘土鉱物による pH 緩衝作用が同時に鉱物上に負電荷を商事つ
ため、それによって高初期 pH では中和により発生した粘土鉱物上の負電荷と MC-LR－と
が反発し合ったと考えられた。富栄養化水圏の pH は 9.5 を超える場合もあるため、土壌が
赤土を多く含む場合は水源の藍藻類発生量および pH状態に細心の注意を払う必要がある。
MC-RR、-YR、-LR の混合液を用いた非滅菌黒ボク土・赤玉土による吸着特性としては、
黒ボク土および赤玉土共に全 MC 添加量の 90 %以上を吸着可能であり、従って日本の土壌
は非常に高い MC 吸着能を有することが明らかとなった。  





4. 結論  
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第 1 章 諸言 
 




























の富栄養化対策は喫緊の課題である（南條ら , 1998）。  
 

























Microcystis 属は群体の形態等から M. aeruginosa、M. viridis、M. novacekii、M. wesenbergii
等の種に分類される。図 1-3 は M, aeruginosa の光学顕微鏡写真である。群体形態等により
分類されてきた Microcystis 属であるが、分子生物学的手法を用いた系統解析によると種の
多くが実質的に M. aeruginosa 一種にまとめることができ、群体形態は環境条件等によって
引き起こされている可能性が指摘されている（Otsuka et al., 1998; Kondo et al., 2000）。実際
に、国立環境研究所微生物系統保存施設の有する Microcystis 属はかつて種ごとに分類され
ていたが、現在は全て M. aeruginosa 一種に統一されている。但し、なぜ群体形態に大きな
差が出るのかは未だ明らかとなっていないことには注意する必要がある。特に、上記の環




いた MC は全て NIES 株より抽出したものであるため、全て M. aeruginosa 由来の MC であ
るといえる。  
Microcystis 属は毒性物質 MC を生産するといわれている。表 1-1 は MC の毒性を半数致
死量（LD50: 試験動物の半数死亡時における用量）により他の毒物と比較したものである
が、MC の中でも極めて毒性の高い MC-LR の LD50はシアン化カリウムの約 60 倍であり、
非常に危険であるといえる（吉野編 , 1999）。現在、MC を産生すると報告されている藍藻
種は M. aeruginosa、M. viridis、M. icthyoblabe、M. wesenbergii、Nostoc rivulare、Oscillatoria 
agardhii、O. tenue、Anabaena flos-aquae 等である。特に M. aeruginosa の全ゲノムが解析さ




MC 産生能が確認されていない株においても産生遺伝子が検出されている（T. Nishizawa et 




1-3 藍藻毒 Microcystin (MC) 





（厚生労働省, 2015 年 4 月 1 日施行分）。また、藍藻毒に関しても様々な種において其々異
なる有毒物質を産生することが知られている（表 1-2, 稲森ら, 2015）。しかし、株間でも産
生するものと産生しないものが存在するため、アオコが大量発生したからと言って一概に
有毒物質も大量産生されているとは断言できない。一般にアオコを形成する藍藻類の産生
毒は、大きく分けて anatoxin-a、anatoxin-a(s)、saxitoxin 等の神経毒および MC、nodularin、
cylindrospermopsin等の肝臓毒に分けられる（稲森編, 2008）。中でもMCはその毒性の強さ、
および主な産生藍藻である Microcystis 属が優占化し易いこともあり、精力的に研究がなさ
れている。図 1-4 は MC の基本構造を図示したものである。その構造は、Adda（3-amino-9- 
methoxy-2, 6, 8-trimethyl-10-phenyldeca-4, 6-dienoic acid）に環状構造として D-グルタミン酸
（D-Glu）、N-メチルデヒドロアラニン（Mdha）、D-アラニン（D-Ala）、R1、D-β-メチルア
スパラギン酸（MeAsp）、R2 がペプチド結合しており、従って環状へプタペプチドである。
R1、R2 に入るアミノ酸の違いにより、MC には 50 を超えるほど複数の構造異性体が存在
し、日本では自然環境中から主に MC-RR（R1:アルギニン、R2:アルギニン）、-YR（R1:チ
ロシン、R2:アルギニン）、-LR（R1:ロイシン、R2:アルギニン）がよく検出される。また、




MC による家畜の斃死が報告されている（渡辺ら編, 1994; Krienitz et al., 2003）。一方、人
間においては 1996 年にブラジルで MC 含有水を飲用した人工透析患者 54 人が死亡する事
件が起きている（Jochimsen et al., 1998）。人間への直接的な死亡被害はこの他に報告され
ていない。しかしながら、慢性毒性として発癌プロモーター作用も報告されており（渡辺
ら編 , 1994）、発癌イニシエーターとの併用で癌化のリスクは高まるといえる。そのため、
WHO（世界保健機関）では飲用水において MC-LR に対し 1 μg・l-1以下という暫定濃度基
準を設けており、各国に注意を呼び掛けている（WHO, 2011）。また、アオコの発生が多く
確認されているオーストラリアでは全 MC に対し 1.3 μg・l-1という規制基準を設けている
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（NHMRC, 2011）。近年、藍藻毒が問題視されているカナダでは飲料水の MC-LR 濃度のガ
イドラインとして 1.5 μg・l-1を用いている（Health Canada, 2002）。アメリカ合衆国のミネ
ソタ州では WHO よりも厳しい 0.1μg・l-1を基準値としている（MDH, 2017）。  
 
1-3-2 MC の急性毒性発現機構  
MC の毒性発現および生体内挙動については渡辺ら（1994）、Campos and Vasconcelos（2010）
および朴（2014）に詳しくまとめられている。MC は主に 2 つの細胞に影響を与えること
が明らかとなっており、それは肝細胞と腹腔マクロファージである（渡辺ら, 1994）。  
肝細胞に与える MC 毒性については朴（2014）において大まかな挙動がまとめられてい
る（図 1-5）。肝細胞内への MC 取り込みは胆汁酸輸送系のトランスポーターが担っており、
具体的に MC-LR に関しては Organic Anion Transporting Peptide（OATP）の内、OATP-1b1
















中でも 6-ケトプロスタグランジン F1α（6-keto-PGF1α）とトロンボキサン B2（TXB2）が有
意に増加するようであるが、6-keto-PGF1はプロスタグランジン I2（PGI2）の安定型であり、
TXB2はトロンボキサン A2（TXA2）の安定型であるため、6-keto-PGF1α と TXB2の蓄積は
PGI2と TXA2の産生を意味する（渡辺ら , 1994）。TXA2は炎症反応のもっとも強い原因物質
の１つであり、PGI2には血小板合成阻害作用があるため、これらの物質が増加すると、細
胞の炎症が悪化し、血小板の減少による症状が発生すると考えられる。故に、MC はアラ
キドン酸カスケードを介した炎症作用を加速させる（渡辺ら , 1994）。 
 腹腔マクロファージに関しては、マウス由来の腹腔マクロファージを MC と共に培養し
た際にインターロイキン-1（IL-1）および腫瘍壊死因子（YNFα）の産生が確認されている




いる。また、IL-1 は PGE2の産生を誘導して中枢性発熱を起こす他に YNFα の産生も誘導
し、YNFα もまた IL-1 の産生を誘導する。加えて、IL-1 と YNFα の作用により PG および
TX の産生が促進される。また、MC は腹腔マクロファージの IL-1、YNFα、PGE2、6-Keto 
PGF1α、TXB2の産生に関与することが明らかとなっており、従ってこれらの物質により炎
症反応が起こるといえる。  





1-3-3 MC の慢性毒性発現機構および上水への影響  




間接的に影響を及ぼすことが明らかになりつつある（Campos and Vasconcelos, 2010）。中で
も PP 活性阻害を介した Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼⅡ（CaMKⅡ : 
Ca
2+
/calmodulin-dependent multifunctional protein kinase Ⅱ）、細胞分裂に関与するセリン /ト
レオニンキナーゼの１つである NeK2、分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ（MAPKs: 
Mitogen-activated protein kinase）、DNA 二重鎖切断修復酵素の 1 つである DNA 依存性プロ
テインキナーゼ（DNA-PK: DNA-dependent protein kinase）、癌化抑制を含めた様々な細胞機
能制御に関与する p53 遺伝子（p53）への作用が挙げられる。更に、ミトコンドリア膜透過
性遷移現象（Outer-membrane- permeabilization transition of the mitchondria）にも関与する可
能性が示唆されているが、これはミトコンドリアの膜電位低下により ATP 合成が停止する
現象であり、アポトーシスの引き金となるものである（Campos and Vasconcelos, 2010）。  
このように MC は急性毒性以外においても、様々な細胞内構造に対して PP 活性阻害作
用およびミトコンドリア影響を介して様々な影響を与える為、非常に危険な物質である。
しかしながら、細胞内においてはグルタチオン抱合作用（Glutathione conjugation）により















り一時的に上水供給が停止する事態となっている（淺野ら , 2011）。2011 年にはアメリカ－
カナダ両国に跨る五大湖の 1 つ、エリー湖において記録的なアオコの発生が観測され、そ









Microcystis 属の発生が確認された調整池も存在する（吉永ら , 2004）。先述の指定湖沼にお
いても、例えば八郎湖は農業用灌漑用水源として実際に利用されているため、産生された
MC が灌漑用水を介して畑や水田に散布される可能性は非常に高い。つまり、MC を蓄積
した作物が出荷され、消費者のもとに届いてしまう恐れがあるといえる（図 1-6）。  
 上記の八郎湖については、秋田県立大学のグループによりアオコの発生や MC 濃度の推
移が長期的に観測されている。しかしながら、アオコや MC の発生状況に関して詳細に検
討されている水源は少ないであろう。そこで本論文では、長崎県諫早市に位置する『いさ
はや新池』および茨城県に位置する『霞ヶ浦（西浦）』の 2 地点について、藍藻毒 MC 発
生状況の調査を行った。調査期間はいさはや新池、霞ヶ浦で其々2015 年 8 月〜12 月、2015












図 1-8 にいさはや新池試料採取地点における MC-RR、-YR、-LR 合算値を示した。表層









る藍藻類が Microcystis 属から Arthrtospira 属に遷移している可能性も示唆している。  
図 1-10 に霞ヶ浦用水試料採取地点における水温、pH、DO のグラフを示しが、水温の低
下に反して pH、DO 共に高い値を示しており、特に DO は明らかに飽和溶存酸素濃度を越
える値を示していた。これらは富栄養状態を示唆するものである。また、プランクトンを
観察したところ、南椎尾調整池において 8 月の試料から藍藻類が確認された。図 1-11 はそ




granulata および A. ambigua であった（図 1-12）。つまり、直接の水源地である霞ヶ浦で藍
藻類の優占化が認められない場合でも、貯留地である南椎尾調整池では藍藻類が優占化し
ていたという事である。継続して観察を行った結果、表 1-3 に示すように優占種は遷移し
ており、多くの場合で珪藻類の A. granulata および A. ambigua が優占化していた。よって、
Microcystis 属の優占化が認められたのは 8 月の南椎尾調整池試料のみであり、長期的な優
占化は認められなかった。一方、石田場揚排水樋門地点より 9 月に Aphanizomenon 属が確
認されている。確認されたのは 9 月のみであるが、Aphanizomenon 属も毒を生産する場合
があるため、注意が必要であるといえる。各月の MC 濃度は表 1-4 に示したとおりであり、
幸い、南椎尾調整池で Microcystis 属の優占化していた 8 月は、表層濾過水より MC は検出
されなかった。これは Microcystis 属が産生した MC を基本的に藻体内に保持するため、藻
体外には蓄積していなかったと考えられる。MC は Microcystis 属藻体が何らかの損傷もし
くは寿命を迎えた際に藻体外に溶出する。事実、9 月は Microcystis sp.が優占化していなか
ったにもかかわらず MC-LR が検出されており、これは 9 月に入り活性の低下した藻体か
ら MC が溶出したためと考えられる。いずれにしても、MC の検出されたのは 9 月のみで
あり、かつ、濃度も WHO の飲料水質ガイドライン推奨値である 1µg・l-1を下回っていた。
つまり、非常に低い濃度であるといえる。  




（Corbel et al., 2014）。実際は調査されていないだけで、更に多くの水源において藍藻毒の
存在する可能性がある。加えて、アオコがマット状に高密度で集積している場所の MC 濃
度は極めて高いため、表 1-5に示した各地のMC濃度は目安でしかない。図 1-13は稲森（2002）
















り、著書を通じて藍藻毒 MC の作物曝露問題における対策の重要性を指摘している（鈴木, 
































れている MC 分析用 ELISA キットは MC を一括で検出するものであるが、MC 以外の物質
も検出してしまう可能性を完全に排除できないためである（彼谷邦光 , 2002; 佐野友春 , 
2012; Lefebvre, 2013）。生体試料であれば更に注意が必要である。対して、分析方法に放射
性同位体および LC-MS/MS等が記載されている作物種については MC 種自体を検出してい
るため、MC 吸収能を有すると判断できる。  
作物の MC 吸収に関する報告の中で、恐らく最も古いものが Kurki-Helasmo et al.（1998）
によるカラシ（Sinapis alba）実生への 3H-dihydro-MC-LR の添加実験である。以降、表 1-6
に示したように様々な作物種において検討が進められてきた。同時に生著阻害の有無も検
討されており、インゲンマメ（Phaseolus vulgaris）初期葉において MC 散布による光合成
阻害作用が報告されており、ブロッコリー（Brassica oleracea var. italica）では低濃度 MC
であっても生長阻害の起きる可能性が指摘されている（Abe et al., 1996; Järvenpää et al., 
2007）。また、スベリヒユ科植物のポーチュラカは MC の吸収除去および分解能を有する








1-6 農地への MC 散布による安全性リスクの有無  
 既往報告の多くは、作物単体への MC 曝露による吸収蓄積特性試験から蓄積特性を評価
している。しかしながら、大規模な栽培工場を除いて、実際の作物は土壌の上に存在して
いる。よって、土壌栽培における MC の作物蓄積の検証が極めて重要である。神蔵ら（2014）
は上記の点について、小松菜（Brassica rapa var. perviridis）、キャベツ（Brassica oleracea var. 
capitata）、空芯菜（Ipomoea aquatica）を、赤玉土、黒ボク土および腐葉土を同体積比で混
合した土壌に播種し、土壌表面に MC-LR を 30 日間継続添加して栽培する実験を行ってい
る。その結果、添加濃度 1,000 µg・l-1の空芯菜試料を除き、MC-LR は作物体から検出され
なかった。加えて、物質収支解析の結果、添加した MC-LR の大半が消失していた。この
原因として、土壌吸着および微生物分解が考えられた。また、稲森ら（2015）は更にアオ
ジソ（Perilla frutescens var. crispa）およびナス（Solanum melongena）においても検証して
おり、同様の結果を得ている。神蔵ら（2014）の報告ではクウシンサイにおいてリスクあ

















土壌間隙水中から土壌粒子表面に MC を拘束してしまえば、相対的に可吸態 MC 濃度は減
少することになり、作物吸収のリスクも低減され得るといえる。MC 吸着に関しては、こ
れまでは河川における浮遊性物質による MC 吸着特性、砂質土を用いた MC 吸着除去能、
活性炭や泥炭等を用いた MC吸着剤の開発等において様々な報告が見られる（Lambert et al., 
1996; Pendleton st al., 2001; Yan et al., 2006; Sathishkumar et al., 2010）。しかしながら、農地
土壌による MC 吸着現象に主眼を置いた研究報告は中国の実土壌を用いた Chen et al.（2006）
および Bobo et al.（2008）以外に見当たらないのが現状である。加えて上記の報告では中
国の実土壌を用いているため、土壌中のどのような要素が吸着に寄与するかは解析が困難
であった。この、土壌によって実際にどれだけの MC が吸着除去され得るかについて、ほ
とんど検証が進んでいないと指摘されている（Machado et al., 2017; Miller and Russell, 
2017）。しかしながら、この点は実際の対策、政策決定において非常に重要であるといえる。  
 上記の予測に対して、一方では 1,000 µg・l-1という高濃度曝露条件においては土壌栽培
であっても空芯菜（Ipomoea aquatica）可食部へ MC が蓄積し、それによってリスクの生じ
る事が報告されている（神蔵ら , 2014）。加えて、中国の太湖北部沿岸地域で実際に栽培さ
れた中国産イネの可食部からも、ELISA法による分析であるが MCが検出されている（Chen 
et al., 2012）。故に、土壌の有する MC 吸着能およびイネ、空芯菜の有する MC 吸収・蓄積
能について、早急に定量的検証を行う必要があるといえる。  
 
1-7 研究の目的  











具体的には、まず第 2 章では黒ボク土を対象に MC 暴露に対する吸着作用からの緩衝効
果を検討し、第 3 章では更に赤玉土を供試土壌に加えて pH 影響を評価、第 4 章では日本
産イネのコシヒカリおよび空芯菜について MC 吸収・蓄積特性を検討した。その後、第 5
章においてこれまで得られた成果を統合し、藍藻類に対する水源管理・対処策の検討を通















































表 1-1．各有毒物質の毒性レベルの比較  
Toxin LD50（μg・kg
-1）  






Okadic acid 200 




Potassium cyanide 5,000 



























表 1-2．有毒藍藻類と産生物質  







Microcystis aeruginosa MC variant 
Microcystis viridis MC variant 
Nodularia spumigena ノデュラリン  
Oscillatoria agardhii MC variant 
注）Anatoxin-a とアファントキシンは神経毒で、それ以外は肝臓毒である。  
株によって毒性物質を持つ場合と持たない場合がある。  



























表 1-3. 霞ヶ浦用水試料採取 3 地点における優占藻類の遷移過程  
調査地点 
サンプリング日 
2015/8/19 9/18 10/23 11/25 12/8 
南椎尾  
調整池  
M. aeruginosa A. granulata Bacillaria sp.  A. granulata A. granulata 
M. wesenbergii A. ambigua   A. ambigua A. ambigua 
A. affinis 
   
Synedra sp.  
水ノ口  
揚排水樋門  
A.  granulata 
 
A. granulata A. granulata A. granulata 
A. ambigua 
 
A. ambigua A. ambigua A. ambigua 
石田場  
揚排水樋門  
A. granulata A. granulata A. granulata A. granulata Synedra sp.  
A. ambigua A. ambigua A. ambigua A. ambigua Stephanodiscus 































表 1-4. 霞ヶ浦用水試料採取 3 地点における MC 濃度 
 












             サンプリング日 
2015/8/19 9/18 10/23 11/25 12/8 
南椎尾調整池  
MC-RR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
MC-YR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
MC-LR N.D. 0.10 N.D. N.D. N.D. 
水ノ口揚排水樋門  
MC-RR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
MC-YR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
MC-LR N.D. 0.05 N.D. N.D. N.D. 
石田場揚排水樋門  
MC-RR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
MC-YR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 












表 1-5．世界各地の農業用水源（灌漑用水含む）における MC 検出濃度一覧  




Algeria Lake Oubeira MC-LR 3-29,163 Nasri et al., 2008 
China Lake Taihu MC-LR 34.2 Liu et al., 2011 
Finland - Prästträsket MC-LR 42 Spoof et al., 2003 
Japan 
Lake Inbanuma Total MC 52 Ueno et al., 1996 
Lake Suwa Total MC 3.61 Park et al., 1998 




Total MC 95.4 
El Ghazali 
et al., 2011 
New 
Zealand 
Lake Rotoiti MC-LR 10-760 
Wood et al., 2006 
Lake Rotoehu MC-LR 23 
Tunisia Dam Lebna MC-LR 5.485 El Herry et al., 2008 






MC-LR 0.02 Lehman et al., 2007 














表 1-6. MC 蓄積が示唆および確認された作物種 
作物名 学名 文献 分析法 備考 
シロガラシ Sinapis alba 
Kurki-Helasmo et al., 1998, 







東照雄 , 2000, 霞ヶ浦用水地区畑地灌漑  





Chen et al., 2004, 
Toxicon, 43, 393-400 
ELISA 実生 
イネ 
Oryza sativa cv. 
両優培九 
O. sativa  （品種不明） 
Chen et al., 2012, Ecotox. 
Environ. Safe., 76, 193-199 
ELISA 中国太湖北岸の栽培米 
O. sativa cv. 淮稲 8 
Liang et al., 2016, 
Environ. Earth Sci., 75:505 
ELISA 結果要注意 
グリーンピース Pisum sativum 
Peuthert et al., 2007, Environ. 
Toxicol., 22, 436-442 
ELISA 実生 
サヤエンドウ 
Pisum sativum var. 
     saccharatum 
ヒヨコ豆 Cicer arietinum 
ヤエナリ Vigna radiata 
サヤマメ Phaseolus vulgaris 




レンズ豆 Lens culinaris 
トウモロコシ Zea mays 
小麦 Triticum aestivum 
 








トマト Solanum lycopersicum 
Romero-Oliva et al., 2014, Ecotox. 
Environ. Safe., 102, 121-128 
LC-MS/MS 実栽培作物より検出 
Gutiérrez-Praena et al., 2014, 





Corbel et al., 2016, Sci. 







Kanzo et al., 2013, 
J. Bioind. Sci., 2, 12-16 
HPLC 刈取り可能な状態 
クウシンサイ Ipomoea aquatica 
Song et al., 2009, Ecol. 
Eng., 35, 1589-1598 
ELISA 生態工学に使用 
神蔵ら , 2014, 水処理生物学会誌, 
50, 15-22 
HPLC 30 日間曝露継続 
ブロッコリー 
Brassica oleracea 
       var. italica 






Mohamed and Al Shehri, 2009, 
J. Hazard. Mat., 172, 310-315 
ELISA 実栽培作物より検出 
パセリ Petroselinum crispum 
イノンド Anethum graveolens 






L. sativa cv. Vanda 
Cordeiro-Araújo et al., 2016, Sci. 
Total Environ., 566-567, 1379-1386 
LC-MS/MS 
発芽後 40 日栽培された 
作物を利用 
リンゴ Malus pumila 





















































































































































MC type R1 R2 
MC-RR Arginin Arginin 
MC-YR Tyrosine Arginin 







































































































































































図 1-8. いさはや新池内の MC 濃度の遷移状況  
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図 1-9. いさはや新池より観察された藍藻類  
A-Microcystis aeruginosa、B-M. wesenbergii は以前観察された藍藻類、  













































図 1-10 霞ヶ浦用水試料採取地点の水温、pH および DO 値  

































































































図 1-11 南椎尾調整池（つくし湖）において 8 月に採取した試料より確認された藍藻類  
各赤矢印は以下の藍藻類を示す。  











































図 1-12. 霞ヶ浦（西浦）において 8 月に優占化していた珪藻類  
A-螺旋状のものが Aulacoseira ambigua、棒状のものが全て A. granulata である。  
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第 2 章 黒ボク土による MC-LR 土壌吸着吸着特性  
 
2-1 はじめに  
 農地土壌内における MC の挙動についてはまだ不明な点が多い。MC は Adda という構造
を有するが、この部分は疎水性が高く、その特性がクロマトグラフィー分析にも活用され
ている。一方、日本の土壌は多くが黒土または黒ボク土と呼ばれる黒色の土で、関東ロー





水性割合を示す指標である分配係数（オクタノール・水分配係数 , Log P）が高い農薬は、
有機態炭素割合の多い土壌に吸着、保持され易いと考えられる。事実、農薬の土壌残留性
等を検討する際にも吸着能を有機態炭素量換算することがある（小林 , 2000）。Ward and 
Codd（1999）は HPLC の保持時間を利用して、様々な化学物質の Log P と HPLC 保持時間
の相関式から、内挿法によって MC-LR、-LY、-LW および-LF の Log P を推定しており、
それぞれ 2.92、3.46、3.58、3.56 と報告している。よって先に上げた 4 つの MC は疎水性













り、温度一定条件における MC 吸着特性の検討を行った。また、MC の中でも毒性が極め
て高く、広く検出されやすく、疎水性吸着剤をはじめとして様々に研究がなされている
MC-LR を対象として土壌吸着能を検討した。実験はまず系が平衡状態へ至る時間を検討し
た後に、黒ボク土による MC-LR 吸着能の詳細な検証を行った。  
 
2-2 実験方法  
2-2-1 M. aeruginosa NIES-298 株の大量培養  
 本研究で用いた MC-LR は全て大量培養藻体より抽出して用いた。藻体には独立行政法
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人  国立環境研究所  微生物系統保存施設より分譲された Microcystis aeruginosa NIES-298
株を採用し、MA 培地（表 2-1, 市村, 1979）により継代培養したものを、M-11 培地（表 2-2）
を用いて 10 L の大量培養を行った。M-11 培地は矢木および須藤（1981）、萩原ら（1984）
以降、広く用いられている培地であり、組成については上記の微生物系統保存施設ホーム
ページ（http://mcc.nies.go.jp/02medium.html#m11）掲載のものに従い使用した。継代培養は
300 ml の三角フラスコを用い、人工気象器内で 25℃、照度 5,000～10,000 Lux（12 時間サ
イクル）で行った。大量培養にはポリカーボネート製の大型透明丸型瓶（10 L、NALGENE）、




なる側の 2 つにチューブを繋ぎ、かつ内側のシリコンチューブの 1 つに木下式ガラスボー
ルフィルターを設置した。丸型瓶に撹拌子と培地を入れた後、上記のシリコン栓で栓をし、
瓶の外側にあるチューブの口すべてに Vent Filter（Millex®、気体、有機溶剤用、pore size: 0.2 
µm、Millipore）を着け、必要箇所をアルミホイルで覆った後に、121℃、40 分の条件でオ
ートクレーブ滅菌を行った。その後、継代培養している M. aeruginosa NIES-298 株をクリ
ーンベンチ内で移植し、Vent Filter 越しにエアーポンプで空気を送りながら、12 時間サイ
クルで卓上灯のような簡易光源下で、撹拌子によって撹拌しながら培養を行った（図 2-1）。
エアーポンプには家庭で金魚等を飼育する際に用いるものと同様であった。クリーンベン
チ内における株の移植量は 1 L あれば十分であるが、M. aeruginosa NIES-298 株は M11 培
地でよく育つため、100~200 mlほどでも十分に大量培養可能である。培養温度は室温とし、




より抽出液から MC の精製を行った。  
 
2-2-2 供試用 MC-LR の粗製性および濃縮 
 MC の精製操作は固相抽出によって行った。カラムには ODS カラム（Presep®-C C18 Plus 
Cartridge、和光純薬工業）を用いた。操作手順は以下の通りであった。即ち、セットアッ
プは 100 %の HPLC 用メタノール 5 ml を 2 回（通液速度制限なし）、その後に約 20 ml の空
気を 2 回、さらに超純水 20 ml を 2 回通液した後に、再度約 20 ml の空気を 2 回通すこと









物質の除去を図った。その後、100 % HPLC 用メタノール 3~5 ml を通してカラムに吸着し
た MC をスピッツ管または試験管に溶出させて回収した。その回収溶液を、今度は Silica
カラムを用いて以下のように精製を行った。Park et al.（2007）の MC 抽出方法を参考に、
15 ml の 100 % HPLC 用メタノールでセットアップを行い、ODS カラムの回収溶液を水滴
の一滴一滴落ちるのが判別できる速度でカラムに通し、その後、20 ml の 100 % HPLC 用メ
タノールを、これも同様に水滴の一滴一滴落ちるのが判別できる速度で通液して夾雑物の
除去を行い、70 %の HPLC用メタノールで最終的に MCを溶出させた。回収溶液は 40～60℃
の湯煎にかけ、空気を吹き付けて溶液部を揮発し、HPLC 用メタノールを 0.5～1％v/v とな
るように添加した後に、Milli-Q を溶媒として溶解させて添加用 MC-LR 溶液とした。  
M. aeruginosa の生産する MC には様々な物が存在するが、アジアを中心に広く検出され
る MC は MC-RR、MC-YR、MC-LR の 3 種であるといわれている。M. aeruginosa NIES-298
株は上記 3 種の内 MC-LR のみを生産することが知られている（Yasuno et al., 1998）。よっ
て、本論文において、M. aeruginosa NIES-298 株を基にした MC 抽出液を総じて MC-LR 添
加溶液として用いた。  
 
2-2-3 MC-LR 吸着特性解析のための振盪時間の検討  




用いた。振盪試験は Miller et al.（2005）の方法を基にして行った。即ち、300 ml の三角フ
ラスコに黒ボク土 10 g と滅菌 MC-LR 溶液 50 ml を入れてフラスコの口に栓をし、恒温振
盪機で恒温振盪（110 min-1、30℃）を行った。MC-LR の初期設定濃度は 500 µg・l-1とした。
振盪中、10 ml 用ピペットマン（Gilson）を用いて、振盪開始から 2、3、4、23、25、29、
46、51 時間経過時にフラスコ内の黒ボク土混合液を 1 mL 採取し、濾過した後に濾液中の
MC-LR 濃度を測定した。  
各時点で採取したサンプル 1 ml には黒ボク土粒子が含まれているため、実際の溶液体積
を別途測定する必要があった。そこで、滅菌黒ボク土 10 g と超純水 50 ml を 300 ml 容三角
フラスコで混合し、そこから 10 ml 用ピペットマン（Gilson）を用いて 1 ml、5 ml、10 ml
ずつサンプリングし、それを蒸発皿に移した後に、105℃で 2 時間乾燥させ、乾燥前後の重
量変化分を超純水体積として求めた。その際、超純水の密度は 1 g・cm-3とした。結果は図
2-2 の通りであり、このグラフから 10 ml 用ピペットマン（Gilson）を用いて 1 ml サンプリ
ングした際の実際の溶液体積を 0.98 ml として、MC-LR 濃度解析の際に用いた。以上の実
験は、全て繰り返し数を 3 として行った。採取量は 1 ml、5 ml、10 ml の 3 条件のみである





2-2-4 黒ボク土による MC-LR 吸着特性解析 
 供試土壌は同じく黒ボク土（株式会社牧野）を使用した。実験方法は前節（2-2-3）での
振盪時間の検討時と同様に、三角フラスコに滅菌黒ボク土 10 g と滅菌 MC-LR 溶液 50 ml
を入れ、パラフィルムでフラスコの口を封じた後に、恒温振盪機で 110 min-1、30℃で振盪
を行った。振盪時間は前節で求めたものを採用し、振盪中はできるだけ光が当たらないよ
うに努めた。振盪終了後、フラスコ内の内容物を 2 本の 45 ml 遠沈管に移し入れ、遠心分
離を行って上澄み液回収し濾過、濾液中の MC-LR 量の分析を行った。黒ボク土による
MC-LR 吸着量は、添加量と、振盪終了後の濾液中濃度の差分を土壌添加量  10 g で除すこ
とによって算出した。MC-LR 添加濃度については 50-1,000 µg・l-1の広い範囲を対象とし
た。添加溶液の pH 調整は行わなかったが、実際に測定したところでは pH 5.4 ± 0.3 の範囲
であった。また、すべての濃度系列を 3 連で行ったため、繰り返し数は 3 である。  
 
2-2-5 MC-LR 抽出および分析方法 
MC-LR 濃度の測定は HPLC によって行った。まず、各サンプルをろ過した後に、ODS
カラムを用いて濾液から MC-LR の抽出を行った。ODS カラムの使用方法は 2-2-2 節と同
様であるが、抽出操作の高速化のために固相抽出用マニホールド（ジーエルサイエンス株
式会社）を用い、12 試料同時に抽出操作を行った。また、計算式における Sample volume
は 2-2-3 節に記載の通り、0.98 ml とした。カラムから溶出させてメタノールを除去した後、
残留物を HPLC 用移動相溶液 1 ml に溶解させ、HPLC 用シリンジフィルタ （ーMillex®-LG、
pore size: 0.45 µm、Millipore）で濾過したものを HPLC 用ガラスバイアルに入れて分析試料
とし、PTFE/ニトリルパッキン（日電理化硝子株式会社）で栓をして分析まで -20℃で冷凍
保存した。ここで HPLC 用移動相溶液は MC-RR、-YR、-LR 分析用に調整したものであり、
100 % HPLC 用メタノールと 0.05 M に調整したリン酸緩衝液（pH 3.0）を体積比で 55 : 45
となるよう混合したものである。また、リン酸緩衝液は 0.05 M のリン酸 2 水素ナトリウム・
2 水和物溶液を 0.05 M のリン酸で pH 3.0 となるまで混合したものである。  
MC の分析には HPLC（Shimadzu 20 A series、島津製作所）を用いた。移動相は前述の通
りであり、カラムは逆相 ODS カラム （STR ODS-Ⅱ、150×6.0 mm、粒子径 5 µm、信和加
工株式会社）とし、カラムオーブン温度は 40℃、流速は 1.2 ml・min-1、UV/Vis 検出器に
より MC の検出を行い、検出波長には 238 nm を用いた。先に述べた通り MC はその構造
中に疎水性の高い Adda という構造を有しているため、逆相クロマトグラフィーが分析法
として有効である。また、この Adda 中に存在する供役二重結合の極大吸収波長が 238 nm
であるため、測定波長として用いられている。  
 HPLC を用いた微量物質分析の為、測定においては毎回 Standard 溶液の分析も行った。
M. aeruginosa の生産する MC には様々な物が存在するが、先に述べた通りアジアを中心に
広く検出される MC は MC-RR、MC-YR および MC-LR の 3 種であるといわれている。そ
こで、Standard 溶液は上記 3 種類の MC の混合物とした。作成方法は以下の通りである。
まず、クリーンベンチ内にて精製 MC-RR（250 μg、和光純薬）、MC-YR（100 μg、和光純




-1となるように調製した。調製後の各 MC をそれぞれ 1 ml ずつピペットで取り 1.5 ml のエ
ッペンチューブに移し、適量の移動相溶液で混合した後に、移動相溶液であらかじめ共洗
いしておいた 50 ml のメスフラスコに入れて 50 ml まで移動相溶液でメスアップして十分
に混合し、Standard 溶液とした。よって、Standard 溶液中の MC-RR、-YR、-LR 濃度は全
て 500 µg・l-1である。  
 各サンプル中の MC 濃度の算出は、HPLC によって得られた Standard 溶液と各サンプル
間の検出ピーク面積または高さの比から、以下の式に従い計算した。  
 
MC variant concentration (µg ∙ L−1) =
𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 𝑝𝑒𝑎𝑘
𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 𝑝𝑒𝑎𝑘






を介して最終的に 1 ml の移動相溶液に濃縮した際の濃縮倍率分だけ希釈する必要がある
ため、Sample volume で除しているわけである。  
 





多くのものが提唱されているが、代表的なものとして以下の 3 つを挙げた。  
 




----------- Langmuir 式  （理論式）  
𝐶𝑠 = 𝐾𝐹 ∙ 𝐶𝑒
1






    Cmax：Langmuir 式における飽和吸着量（µg・kg-1）  
    K：平衡定数（l・µg-1）  
    KF：Freundlich 式の吸着定数（µg
(a-1)/a・l1/a・kg-1）  
    a：Freundlich 式の吸着定数  
 









形化定数から推定することが可能である。Langmuir 式においては Michaelis-Menten 式の場
合と同様、逆数変換等により、主に 3 つの線形化法がある。以下にその線形化 Langmuir
式をまとめた。  
 












 ------- ① 
















+ 𝐶𝑚𝑎𝑥 ------- ③ 
 
Freundlich 式の場合は、両辺を対数化することで線形化 Freundlich 式を得ることができる。  
 
    ln 𝐶𝑠 = ln 𝐾𝐹 +
1
𝑎⁄ ∙ ln 𝐶𝑒 
 










2-3 実験結果  
2-3-1 MC-LR 吸着平衡状態に至る振盪時間の推定  






本結果から、2 ~ 4 時間以上の恒温振盪を行えば十分に平衡状態に達することが明らかと
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なった。ただし、Miller et al.（2005）や Wu et al.（2011）は振盪時間として 24 時間を採用
しており、それらとの整合性を図る上でも、本研究における振盪時間は 24 時間とし、以下
の黒ボク土による MC-LR 吸着特性試験を行った。  
 
2-3-2 黒ボク土による MC-LR 吸着特性 
 MC-LR 添加量と吸着量の関係について、吸着率としてまとめたものが表 2-3 である。こ
の表から明らかなように、黒ボク土は添加量の内、約 70 %の MC-LR を吸着除去可能であ
ることが明らかとなった。これは、黒ボク土質の農地に灌漑用水を介して MC-LR が散布
された場合、約 70 %は確実に黒ボク土に吸着されるという事を意味するものである。  
図 2-4 は、MC-LR 添加濃度の実測値と土壌吸着量の関係を示したものである。図からも
明らかなように、両者の間には決定係数 R2=0.9985 という非常に高い直線関係が見られた。
これは、添加濃度に比例して多くの MC-LR が吸着され得るという事である。また、同図
から、黒ボク土質の農地に灌漑用水を介して MC-LR が散布された場合、  
 
Adsorption amount (µg ∙ kg−1)




図 2-5 は、MC-LR 平衡濃度と吸着量の関係を示したものである。図から、両者の間には
決定係数 R2=0.9764 という高い直線関係のあることが分かった。即ち、平衡濃度の上昇に
対して、吸着量は比例的に増加するという事である。MC-LR 平衡濃度と吸着量に高い相関
が得られたことから、先に示した 3 つの吸着等温式の中では比例式である Henry 式を違和
感なく当てはめることが可能であり、その際の Henry 定数として 14.8 l・kg-1という値が得
られた。一方で、他の吸着等温式として Langmuir 式および Freundlich 式の適応を試みた。
図 2-6 は 2-2-6 節に記載の線形化 Langmuir 式①~③を当てはめたものであるが、これらの
一連の図を比較すると、Langmuir 式に関しては線形化法によって決定係数 R2 の値に非常
に大きな差異の存在することが明らかとなった。表 2-4 はこれら線形化毎の各定数および
R
2値をまとめたものであるが、各線形化法によって Cmax も K も大きく変動しており、一
致しなかった。但し、線形化 Langmuir 式②および③は両辺の構成から R2値は参考値とし
て扱うべきである。また、Microsoft office excel による繰り返し計算によって推定した
Langmuir 式の各定数も合わせて表 2-4 に記載したが、Cmax が飛び抜けて高い値となって
しまった。よって、本実験で得られた黒ボク土による MC-LR 吸着等温線データに対する
Langmuir 式の適応は困難であるといえる。  
Freundlich 式においては図 2-7 の通り非常に高い適合性が見られた。その際の Freundlich












2-4 考察  
本実験によって、黒ボク土は添加 MC-LR の 70 %を吸着可能であることが分かった（表
2-3）。今回の実験に用いた土壌の質量は 10 g、添加溶液量が 50 ml であったため、振盪実
験中の土壌は冠水状態にあったといえる。しかしながら、実際の農業環境において灌漑用










つの MC 分解除去装置としても機能し得ることになる。Chen et al.（2006）は中国の武漢お
よび昆明より採取された実畑土壌を用いて MC-LR の鉛直方向の浸透試験を行っており、
人工雨として 0.01 M の塩化カルシウム溶液を滴下した場合、添加 MC-LR の内の
73.2~88.9 %が土壌流出水から検出されたと報告している。よって、土壌の有する MC-LR
吸着能が低い場合、農地を介した地下水への MC-LR 汚染は無視できないものとなる。こ
こで、Chen et al.（2006）の Henry 定数を本研究の結果と比較すると、驚くべきことに本研
究の Henry 定数の方が 14 倍以上の高い値を示していた。このことから、日本の黒ボク土は
非常に高い MC-LR 吸着能を有すると考えられる。  
黒ボク土による MC-LR 吸着機構については不明なところも多いが、MC-LR 分子中の
Adda 部分が高い疎水性を有する事、様々な疎水性吸着剤による MC-LR 吸着除去能が報告
されている事（Lambert et al., 1996; Pendleton et al., 2001; Yan et al., 2006; Sathishkumar et al., 
2010）、黒ボク土が有機物に富む土壌である事を考慮すれば、有機態炭素成分中の疎水性物
質による疎水結合によって、MC-LR が黒ボク土に吸着されたと考えることができる。吸着















ば粘土鉱物等は MC-LR を吸着しにくいはずである。加えて、MC-LR の疎水性は、存在し
ている水溶液の pH によって変化することが指摘されている（de Maagd et al., 1999; Liang et 
al., 2011）。つまり、添加溶液の pH により MC-LR の疎水性・親水性の存在割合が変化して
しまい、今回の実験で得られたような黒ボク土による高い MC-LR 吸着能力が得られない
可能性がある。図 1-10 でも示したように、富栄養化の進行は昼間の pH 上昇を引き起こす
傾向がある。よって、富栄養化が過度に進行した灌漑用水源において MC-LR が生産され
た場合、pH が黒ボク土の MC-LR 吸着能に影響を及ぼすことが十分考えられる。次章では
この点について、より詳細な検討を行った。  
 
2-5 まとめ  
 黒ボク土による MC-LR 吸着における平衡状態到達時間は振盪開始から 2~3 時間であっ
たが、他の文献との整合性をとるために恒温振盪時間は 24 時間とした。黒ボク土は添加量
の 70 %の MC-LR を吸着可能であることが分かった。これは黒ボク土中の有機態炭素成分
による疎水結合によって MC-LR が吸着されたと考えられた。また、添加初期濃度と吸着
量の関係は比例式で表現可能であり、比例係数は 3.75 であった。吸着等温線としては Henry




0.92・kg-1、a が 1.09 と算出された。これらの式を用いることで、灌漑用水源中および土壌























表 2-1．MA 培地組成  
Components Amount 
Ca(NO3)2･4H2O  50 mg  
KNO3  100 mg  
NaNO3  50 mg  
Na2SO4  40 mg  
MgCl2･6H2O  50 mg  
β-Na2 glycerophosphate 100 mg 
Na2EDTA  5.0 mg  
FeCl3･6H2O  0.5 mg 
MnCl2･4H2O  5.0 mg  
ZnCl2  0.5 mg  
CoCl2･6H2O  5.0 mg  
Na2MoO4･2H2O  0.8 mg  
H3BO3  20 mg  
Bicine 500 mg 
Distilled water   1 L   
pH  8.6   




















表 2-2．M-11 培地組成  
Components Amount 
Na2CO3 30 mg  
MgSO4･7H2O 75 mg  
CaCl2･2H2O 40 mg  
NaNO3 100 mg  
Na2EDTA･2H2O 1.0 mg  
FeSO4･7H2O 1.0 mg  
K2HPO4 10 mg  
Distilled water 1 L   
pH 8.0   



























表 2-3．各添加濃度における黒ボク土の MC-LR 吸着率  
Initial concentration (µg・l-1) Adsorption 
percentage (%) Setting Actual 
0 0 ± 0 0 ± 0 
50 44.7 ± 1.2 80.4 ± 2.7 
100 84.9 ± 5.3 76.0 ± 1.9 
250 222 ± 5.6 73.6 ± 6.3 
400 443 ± 1.7 75.3 ± 1.9 
500 408 ± 17 69.6 ± 1.3 
600 657 ± 17 73.8 ± 1.0 
750 856 ± 8.5 77.1 ± 1.5 
































表 2-4．Langmuir 式の各線形化法により得られた定数の比較  
線形化式  Cmax (µg・kg-1) K R2 
① 5.00×103 4.12×10-3 0.98 
② 2.00×104 8.10×10-4 0.13（参考）  
③ 3.77×103 7.79×10-3 0.05（参考）  

































































































y = 0.9807x 









































































































































y = 3.7457x 










































































y = 14.836x 








































































図 2-6. 黒ボク土の MC-LR 吸着等温データに対する各線形化 Langmuir 式の適用  
 
y = 0.0486x + 0.0002 





















1/Ce (l・ µg-1) 
① 
y = 5E-05x + 0.0617 

























y = -128.42x + 3771.2 
































































y = 0.9196x + 3.0676 


















第 3 章 黒ボク土・赤玉土による MC-LR 吸着特性に与える灌漑水源 pH 影響  
および滅菌操作の有無による MC 吸着特性比較  
 
3-1 はじめに  
MC-LR は図 1-4 に示したように Adda と呼ばれる部位を持つ環状ペプチドであり、Adda
部は疎水性が高いという特性を有していることは先に述べた通りである。しかしながら、
de Maagd et al.（1999）は MC-LR のオクタノール・水分配比（Dow）が pH 上昇に伴い減少
すると報告している（図 3-1 A）。Liang et al.（2011）もまた、MC-RR および-LR の Dow と
pH の関係を報告している（図 3-1 B）。両グラフ間で多少の差異は認められるが、pH の上
昇に伴い MC-LR の Dow が減少する点では一致している。Dow は Log P と同様の意味を持








 から H+ + HCO3
-
 ⇔ 2 H+ + CO3
2-
 に移行することで水
中 pH の上昇を引き起こす（渡辺ら編, 1994）。そのため、pH 上昇により MC-LR の疎水性
割合が減少し、それに伴い有機物への MC-LR 吸着量が減少する恐れがある。Liu et al.（2008）
は河川水中の浮遊性粒子による MC-LR 吸着能を検討した際、pH 3 の条件と比較して pH 7
以上では吸着能が大きく減少したと報告している。更に、親水性 MC-LR は周辺環境の pH





吸着能の低下は間隙水中の MC-LR 濃度の上昇を引き起こし、それは作物根の受ける MC
曝露濃度も急激に上昇する可能性がある。故に、MC の土壌吸着作用に与える pH 影響の解
明が急務である。  
 更に、MC は種類によって物理化学的特性の大きく異なることが明らかとなっている。
溶液中で解離した親水性 MC の有する正味電荷について、中性付近の pH において MC-LR
は-1、MC-RR は 0 と予測されている（Lawton et al., 2003）。従って、DOWも MC 種間で大
きく異なることが予想できる。正味電荷は粘土鉱物との静電気的相互作用、DOW は有機態
炭素による疎水結合力を左右する重要な要因であるから、土壌による MC 吸着作用は土壌
種および MC 種によって異なる可能性が大いにある。この点に関して、MC の土壌内挙動
を吸着現象に的を絞って考えれば、荷電特性および DOWの 2 要因から評価が可能であると
考えられる。  
本章では上記の点を踏まえ、有機物豊富な黒ボク土および粘土鉱物豊富な赤玉土による
吸着特性の解析を通して、MC-LR の土壌吸着に及ぼす pH の影響を検討した。また、非滅
菌土壌による各 MC 種の吸着特性の検討から、両者の比較を通して滅菌操作による影響の
解析を同時に行い、MC の農作物曝露に対して土壌の果たす機能と役割の解明を行った。  
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3-2 実験方法  
3-2-1 黒ボク土・赤玉土による MC-LR 吸着作用に及ぼす pH 影響特性  
 供試土壌として、前章と同様の黒ボク土（株式会社牧野）および赤玉土  （株式会社牧野、
栃木県鹿沼市産の赤土を玉状に成形したもの）を用いた。赤玉土は不純物を目視で取り除
いたのちに、乳鉢で塊を潰して粉末状にしたものを使用した。前章の通り、一般的な日本






た。即ち、121℃、20 分のオートクレーブ滅菌を行った土壌と MC-LR 溶液をフラスコで恒
温振盪し、平衡濃度を HPLC で測定し、吸着量を算出した。MC-LR 添加濃度については
100、250、500 µg・l-1 を基本の設定濃度とした。添加溶液の pH 調整は塩酸および水酸化
ナトリウム溶液を用いて行い、条件は pH 3.5、5.5、7.5、9.5 とした。ただし、黒ボク土は
前章の実験データを利用したため、pH 5.5 ではなく 5.4 である。また、実際の灌漑用水源
で pH が 3.5 まで低くなる可能性はほぼ無いといえるが、吸着特性の pH 依存性を推定する
際に極端な条件を含めてグラフ化することで、外挿による誤った考察を防ぐことが可能で
ある。よって極端な条件である pH 3.5の動態を評価した。全濃度系列を 3連で行ったため、
繰り返し数は 3 である。 
吸着特性および吸着能は前章と同様に吸着等温線を用いて解析した。用いた式も前章と
同様に、Henry 式、Langmuir 式および Freundlich 式とした。また、各式の線形化も前章と
同様に行ったものを用いた。  
 
3-2-2 非滅菌条件における各種 MC 混合溶液に対する黒ボク土・赤玉土の MC 吸着特性 
 MC-LR 以外の MC 種を用意するため、独立行政法人  国立環境研究所  微生物系統保存施
設より分譲された M. aeruginosa NIES-102（旧名：M. viridis NIES-102）株を MA 培地にて
培養し、藻体から MC を抽出、C18（ODS）カラムおよび Silica カラムを用いた固相抽出法
により、添加 MC 溶液を準備した。  
供試土壌としては前節 3-2-1 と同様に黒ボク土および赤玉土を用いた。その後の実験方
法も同様であるが、各土壌はオートクレーブ滅菌を行わずに用いた。実験終了後の抽出方
法、HPLC による分析方法も前節と同様である。ただし、本章における MC の分析対象は
MC-RR、MC-YR、MC-LR の 3 種とし、これらの合計値を MC 濃度とした。  
 
3-3 実験結果  
3-3-1 滅菌黒ボク土・赤玉土の有する MC-LR 吸着率  
異なる初期添加濃度および初期 pH における滅菌黒ボク土、赤玉土の MC-LR 吸着率を、




った。黒ボク土では低初期濃度かつ pH 3.5 において吸着率が 56.7 %と低い値を示したが、
それ以外では添加量の約 70 %以上を吸着可能であった。実際の灌漑用水源において pH が
3.5 以下まで低下することはほぼ無いといえるため、この吸着率の低下は無視できるもの
である。本研究結果から、黒ボク土および赤玉土が中心的な土壌においては添加 MC-LR
の 70 %以上が土壌に吸着されることで、土壌間隙水中の MC-LR 濃度は大きく低減し、作
物に対する曝露濃度も極めて低くなると考えられた。また、様々な淡水域における MC 分
解菌の存在（朴 , 2014）および Chen et al.（2006）の報告において中国の実土壌における
MC-LR 分解の半減期が 6.0~17.1 日であったことを考慮すれば、灌漑用水由来もしくは土着
の MC 分解菌によって、土壌に吸着された MC 類が分解され、農地から除去されると判断
できる。  
 
3-3-2 滅菌黒ボク土・赤玉土による MC-LR 吸着特性評価のための吸着等温式の適合性検討  
滅菌黒ボク土・赤玉土の有する MC-LR 吸着特性を検証するため、吸着等温式を用いて
解析を行った。異なる pH 条件における両土壌の MC-LR 吸着特性について適用可能な吸着
等温式を検討したところ、両土壌共に全ての pH 条件下で比例式の Henry 式が良く適合す
ることが明らかとなった（図 3-3、R2>0.95）  
理論式である Langmuir 式の全てに試験結果に対する適用は、前章と同様に難しいもので
あった。表 3-1 は滅菌黒ボク土の MC-LR 吸着結果に対して 3 つの線形化 Langmuir 式を適
応した際の飽和吸着量（Cmax）、平衡定数（K）および決定係数（R2）を初期 pH ごとにま
とめたものであるが、低初期 pH の結果ほど直線性が見られない結果となった。特に初期
pH 3.5 の行を見てみると Cmax、K が共に負の値を示していたことから、このデータには
Langmuir 式の適用が不可能であったことが分かる。一方、初期 pH の上昇に伴い線形化式
間の Cmax、K も値が近づいていき、初期 pH 9.5 に至っては線形化式に依らず同様の値が
得られた。これは、初期 pH 9.5 のデータは Langmuir 式の適用が可能であったことを意味
する。その際のは Cmax は 4,598 µg・kg-1、K は 0.0050 l・µg-1と推定された（実際の吸着
等温線のグラフは付録の図 S-1~S-3 を参照）。  
 滅菌赤玉土による MC-LR 吸着結果に対して、黒ボク土と同様に Langmuir 式の適用を検
討した。表 3-2 は得られた Cmax、K および R2を初期 pH ごとにまとめたものであるが、
黒ボク土とは逆に初期 pH 3.5 において高い直線性が確認され、線形化式に依らず同様の
Cmax、K の値が得られており、Langmuir 式の適用が可能であったことが分かった。その
際の Cmax は 17,992 µg・kg-1、K は 0.0042 l・µg-1と推定された（実際の吸着等温線のグラ
フは付録の図 S-4~S-7 を参照）。  
 更に、両滅菌土壌による MC-LR 吸着結果に対して実験式である Freundlich 式の適用を試






MC-LR 吸着量を推定可能であるといえる（実際の吸着等温線のグラフは付録の図 S-8 を参
照）。  
以上をまとめると、Langmuir 式は全初期 pH 条件には適用できず、従って得られたパラ
メータの pH 依存性の解析には不適切であった。また Freundlich 式は高い適合性を示して
いたが、実験式であること、各パラメータが飽和吸着量、吸着質親和性等の様々な部土科
学的要素を複合したものであること、KFの単位中の指数が a に依存して変化するため統一
されないこと等から、Freundlich 式を用いた各パラメータの pH 依存性を科学的に説明する
ことが極めて困難であった。よって、以降では Henry 式を用い、その吸着定数 KHと pH の
関係に焦点を当てて解析を行った。  
 
3-3-3 滅菌黒ボク土・赤玉土の MC-LR 吸着における Henry 吸着定数に及ぼす pH 影響 
Henry 吸着定数 KHと pH の関係を解析するために、図 3-3 から得られた各土壌の KHと
初期 pH の関係を図 3-4 にまとめた。その結果、滅菌黒ボク土に対して滅菌赤玉土の KHは
非常に高いこと、滅菌黒ボク土の KHは初期 pH 3.5 を除き影響を受けないこと、対して、
滅菌赤玉土の KHは初期 pH 3.5→5.5 で減少、5.5→7.5 では横這いとなり、7.5→9.5 で再度
減少することが明らかとなった。これは、添加溶液 pH が 9.5 の様に高い場合は赤玉土によ
る MC-LR 吸着が阻害されることを意味する。また、両滅菌土壌共に KHが横ばいとなる pH
領域が存在しており、そこでは pH 影響が緩和されたと考えられた。そこで、振盪実験終
了時の上澄み水の pH を測定したところ、pH および MC-LR 濃度に依らず、上澄水中の pH
はいずれも 5～6 の間に変化していた（図 3-5）。別途、オートクレーブ土壌の pH（H2O）
を測定したところ、黒ボク土と赤玉土でそれぞれ 5.7、5.4 であった。これらの結果は、黒
ボク土と赤玉土が吸着特性試験の実施中において、pH 緩衝作用によって pH を変化させた
ことを意味するものである。  
 
3-3-4 非滅菌黒ボク土・赤玉土による MC 吸着特性からの比較解析  
非滅菌条件における土壌の種類の違いによる MC 吸着特性比較試験のために、M. 
aeruginosa NIES-102 株より抽出して用意した添加溶液は MC-RR（42 %）、MC-YR（13 %）、
MC-LR（45 %）の全てを含有しており、MC-RR および MC-LR が多くを占めているもので
あった。MC 添加濃度の実測値は各々MC-RR 158.2 ± 6.3、MC-YR 47.4 ± 11.4、MC-LR 167.6 
± 10.6 µg・l-1であり、従って MC 濃度は 373.1 ± 19.8 µg・l-1であった。M. aeruginosa の生
産する MC には様々な物が存在するが、アジアを中心に広く検出される MC は MC-RR、
MC-YR、MC-LR の 3 種であるといわれている。本研究における M. aeruginosa NIES-102 に
よる MC-RR、MC-YR、MC-LR の生産割合は 3.3：1：3.5 であったが、Yasuno et al.（1998）
の過去の報告と比較すると、多少 MC-RR の生産量が少なかったが、取り立てて大きな差
異は認められなかった。  
各土壌による MC-RR、MC-YR、MC-LR の吸着量を図 3-6 に示した。図より、MC-RR の





して、図 3-7 に MC-YR の初期実測濃度と吸着量のばらつきを示した。このように、黒ボ
ク土実験系と赤玉土実験系の間に初期濃度のばらつきが存在していた。また、土壌種によ
り吸着機構が異なるため、当然ながら平衡濃度に差が存在する。従って図 3-6 の各 MC 種
における吸着量に対して単純な t 検定から有意差を求めることは適切ではないと判断した。
よって、全 MC 吸着率から両者の比較を行った。表 3-4 は各土壌の MC-RR、-YR、-LR 吸
着量および吸着率を示したものであるが、全 MC（RR + YR + LR）において、t 検定により
黒ボク土と赤玉土の間に 5 %水準で有意差が認められた。これまでに得られた成果を踏ま
えると、赤玉土は黒ボク土よりも高い MC 吸着能を有する可能性は十分にあるといえる。
また、表 3-4 において全 MC 吸着率が 90 %を超える高い値を示したことから、両土壌共に
高い MC 吸着能を有することが明らかとなった。  
次に、各土壌による各MC種の吸着力を比較した。図 3-8は各土壌におけるMC-RR、-YR、
-LR 吸着率をまとめたものであるが、黒ボク土において MC-RR、MC-YR、MC-LR の順で
吸着率が減少しているように見える。また、赤玉土では MC-LR 吸着率が他に比べて低い
ように見える。そこで、R を用いて Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った結果、図
3-8 に示したように、黒ボク土ではすべての MC 種において、赤玉土では MC-LR において
5 %水準で有意差が認められた。よって、黒ボク土では MC-RR を、赤玉土では MC-RR お
よび-YR をより吸着し易かったことが明らかとなった。  
 
3-4 考察  




を固体試料用 TOC分析装置（TOC-VCSH, 固体試料燃焼装置 SSM-5000A接続, 島津製作所）
により分析したところ、黒ボク土は 85.54 mg-TOC・g-Soil-1、赤玉土は 14.77 mg-TOC・g-Soil-1
と、両者の間には 5.8 倍ほどの差が見られた。特に赤玉土の方が TOC 含有量は低いにもか
かわらず高い MC-LR 吸着能を示したことから、黒ボク土と赤玉土では吸着機構が決定的
に異なることは明らかである。先述の通り粘土鉱物は一般的に負電荷を有すること、親水





長石、カオリン鉱物等の粘土鉱物が検出されている（木次 , 1989; 浅岡および青野 , 2006;
黒川および香村 , 2016）。中でもアロフェン、イモゴライト、フェリハイドライト等は変異
電荷を有するといわれている（軽部ら , 1998; 福士および佐藤 , 2003; 福士および鈴木 , 
2004）。黒川および香村（2016）は赤玉土の陰イオン交換容量（Anion Exchange Capacity, AEC）
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を測定しており、pH によって変動するが AEC を有することを明らかとしている（図 3-9）。
よって上記の変異電荷を有する粘土鉱物が帯ていた正電荷が MC-LR－を吸着した可能性は
高い。Morris et al.（2000）は変異電荷を有するカオリナイトを含む海岸沿いの底泥が MC-LR
を吸着したと報告しており、本実験の赤玉土における吸着作用においても同様に、変異電
荷が大きく寄与したことを裏付けられるといえる。  
図 3-10 は de Maagd et al.（1999）の報告を基に、MC-LR 存在形態と pH との関係を示し
たものである。MC-LR の存在形態は疎水性 MC-LR と親水性 MC-LR（MC-LR－）としたが、
pH 5~5.5 付近を境にして低 pH 側では疎水性の割合が、高 pH 側では親水性の割合が高くな
る（図 3-10）。従って、pH 3.5 の場合を除き、赤玉土の KHが黒ボク土より高かった理由と
しては、疎水性 MC-LR の割合が親水性のものより少なく、従って疎水結合され得る量自
体が少なかったためであると考えられる。  
黒ボク土の KHが初期 pH の影響を受けなかった原因は土壌の pH 緩衝作用によるもので
あったと判断されたが、一方で同様に pH 緩衝作用が働いたにもかかわらず、赤玉土では
初期 pH 7.5→9.5 にかけて KHが減少していた。これは pH の上昇に従い赤玉土の AEC が減






ら, 1985; 牧野 , 1998; 朝倉ら, 1999）。  
 
①土粒子表面に存在する陽イオンによる OH－イオンの中和  
②粘土鉱物の-Si および-Al 構造端部による OH－イオンの中和  
-SiOH  + -OH－ ⇔   -SiO－  + H2O 
-AlOH
1/2+ 
+ -OH－  ⇔  -AlO1/2－  + H2O 
③腐食の構造端部による OH－イオンの中和  
-COOH  + -OH－ ⇔   -COO－  + H2O 





異なり分子量約 1,000 の環状ヘプタペプチドであるため、pH 緩衝作用によって生じた負電
荷と MC-LR－との隣接距離は非常に近くなることが十分に考えられ、その反発を強く受け
た可能性がある。特に、負電荷同士が隣接した際の反発は不可避と考えられる。振盪実験







きる。同時に、以上の結果から現実的な pH 範囲において MC-LR の存在形態および正電荷
量の各々に与える土壌 pH 緩衝作用の範囲としては、赤玉土では初期 pH 5.5 ~ 7.5、黒ボク
土では初期 pH 5.5 以上の範囲であることが分かった。  
初期 pH 3.5 において黒ボク土の KHは最高値を示したが、これは疎水性 MC-LR の割合が
高かったためと考えられる。また、赤玉土に関しても同様に pH 3.5 で KHが最も高い値を
示していた。Wu et al.（2011）は変異電荷を有するカオリナイトの MC-LR 吸着について、
pH 2.5の場合は pH 7.2以上と比較して非常に高い吸着能を有することを明らかとしており、
本研究においても矛盾しない結果が得られたといえる。Wu et al.（2011）は低 pH 条件で吸
着能が上昇した理由について、粘土鉱物の正電荷量が増加したためと報告している。しか
しながら、pH 2.5 ~ 3.5 といった範囲では親水性 MC-LR－よりも疎水性の方が割合として多
いため（図 3-10）、粘土鉱物の正電荷量が多くとも MC-LR－が少ないのだから MC-LR 吸着




3-4-2 非滅菌条件における各土壌による MC 種吸着特性 
前節までは、土壌はいずれもオートクレーブ処理を行い、対象とした MC 種は MC-LR




たが、これは MC-RR の正味電荷が 0 であったためと考えられる。図 3-11 に、予測されて
いる MC-RR、-YR および-LR の電荷を有する部位をまとめた。但し、MC-YR に関しては
既往報告が無いため、MC-LRとの構造比較から求めた。図 3-11から明らかなように、MC-RR
の正味電荷は 0、-YR および-LR は-1 と考えられる。これらの値は pH によって変動するは
ずであるが、図 3-11 に示したものは pH が中性付近の場合を想定している。この図より、
MC-RR は電荷の影響が他の MC に比べて低いため、黒ボク土による疎水結合を受けやすか
ったと考えられる。また、先述の通り赤玉土は陰イオンを吸着可能であるため、MC-YR
および-LR を吸着可能であったといえる。しかしながら、赤玉土は正味電荷 0 の MC-RR
に対しても高い吸着率を示していた。これは、MC-RR の電荷の偏りが原因と考えられる。




しても十分に考えられる。MC-YR と-LR の間の吸着率の差については、MC-YR の初期濃
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度が 47.4 µg・l-1であったのに対して、MC–LR では 167.6 µg・l-1と、初期濃度に著しい差
が存在したことが影響した可能性が挙げられる。  
オートクレーブの有無にかかわらず、黒ボク土、赤玉土共に MC-RR、-YR、-LR の 3 種












産水稲および空芯菜の有する MC 吸収能の検討を行った。  
 
3-5 まとめ  
本実験より黒ボク土および赤玉土は添加量の 70 %以上、赤玉土では 87 %以上の MC-LR
を吸着でき、黒ボク土では初期 pH 3.5 を除き pH 影響を受けず、一方で赤玉土は初期 pH 9.5
において吸着力の減少することが分かった。両土壌共に初期 pH の影響を受けない範囲が
存在し、それは土壌の有する pH 緩衝作用に依ることが明らかとなった。また、赤玉土で
初期 pH 9.5 において吸着力の低下した理由として、粘土鉱物の持つ負電荷量が増え、
MC-LR－と反発し合うことで吸着量も減少したと考えられた。それ故、灌漑用水源の pH が
9.5 を超える場合は粘土鉱物による MC-LR 土壌吸着能が減少する恐れのあることが明らか
となった。また、非滅菌条件では黒ボク土、赤玉土共に MC-RR、-YR、-LR の 3 種全てを
吸着可能あり、吸着率は全 MC 濃度で其々90 %、95 %と非常に高い結果が得られた。よっ
て、分解菌等が共存することで、農地土壌は MC の物曝露に対して強力な緩衝帯と成り得





























①  ②  ③ 
Cmax K R
2
  Cmax K R
2
  Cmax K R
2
 
3.5 -5.08×102 -1.17×10-2 0.98   -1.10×103 -6.90×10-3 0.60  -9.11×102 -8.00×10-3 0.75  
5.4 5.00×103 4.10×10-3 0.98   2.00×104 8.00×10-4 0.13  3.77×103 7.80×10-3 0.05  
7.5 5.34×103 4.30×10-3 0.99   8.81×103 2.30×10-3 0.76  6.29×103 3.60×10-3 0.69  




































①  ②  ③ 
Cmax K R
2
  Cmax K R
2
  Cmax K R
2
 
3.5 2.00×104 3.80×10-3 1.00  1.67×104 4.50×10-3 1.00  1.73×104 4.40×10-3 1.00 
5.5 5.00×103 1.45×10-2 0.99  5.00×103 1.35×10-2 0.32  2.55×103 4.02×10-2 0.15 
7.5 3.33×103 3.06×10-2 0.99  5.00×103 1.83×10-2 0.77  3.61×103 2.87×10-2 0.72 





































黒ボク土   赤玉土  
KF a R
2
  KF a R
2
 
3.5 2.04 0.66 0.98  81.2 1.06 1.00 
5.4~5.5 21.5 1.09 0.99  86.2 1.18 0.96 
7.5 35.2 1.20 1.00  142 1.37 0.99 



































表 3-4. 各土壌による MC-RR、-YR、-LR 吸着量と吸着率  
 黒ボク土  赤玉土  
 吸着量（µg・kg-1） 吸着率（%） 吸着量（µg・kg-1) 吸着率（%） 
MC-RR 690.1 ± 19.7 97.6 ± 0.1 695.5 ± 48.6 97.0 ± 2.3 
MC-YR 159.4 ± 25.9 93.9 ± 0.7 253.4 ± 10.4 98.7 ± 0.9 
MC-LR 633.8 ± 22.9 82.5 ± 0.8 679.7 ± 63.3 91.8 ± 0.3 



















































図 3-1．MC-LR のオクタノール・水分配比（Dow）に対する pH 影響  














































































図 3-2．添加 MC-LR 量に対する各土壌の吸着率  





































































































図 3-3．異なる初期 pH 条件下における各土壌の MC-LR 吸着等温線および決定係数  





R² = 0.9981 
R² = 0.9535 
R² = 0.9826 



































R² = 0.9842 
R² = 0.9803 
R² = 0.9931 
































































































































図 3-5．各土壌を用いた吸着試験終了時の上澄水中の pH 





















































































































































































































図 3-8. 各土壌の MC-RR、-YR、-LR 吸着率  

































































































































図 3-10．pH による MC-LR 形態別存在割合の定性的挙動  












































































































第 4 章 イネおよび空芯菜の初期生育における MC 吸収蓄積特性  
 



























ク質を主として行われている（Taiz and Zeiger, 2010）。故に MC が植物によって吸収される
ためには、このカスパリー線内細胞の細胞膜を透過しなければならないが、分子量が約
1,000 であることから、単純に考えれば細胞膜は透過できないように思われる。しかしな
がら、表 1-6 に示したように、様々な作物種において MC 吸収能が確認もしくは示唆され
ていることから、何らかの機構によってカスパリー線を横断していることが考えられる。  
実栽培作物の中で、Chen et al.（2012）は中国太湖北岸沿いの水田で栽培された米から
MC-LR が検出されたと報告している。この報告の中での MC-LR 蓄積量は最大で 3.19 µg・
kg
-1 であったが、TDI（耐容一日摂取量）を用いた安全性評価が行われていなかったため、
成人男性の体重を 60 kg と仮定して比較を行ったところ、安全であると評価できた。同様
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に中国産のイネが MC を吸収し得るという報告は Chen et al.（2004）や Liang et al.（2016）



















4-2 実験方法  
4-2-1 無菌作物栽培法  
 供試作物としては日本産のジャポニカイネ（O. sativa cv. Koshihikari）を用い、二瓶（2012）
の方法を一部改良して行った。組織培養用プラントボックスにガラスビーズ（粒径 2.500 ~ 




から籾を除去した後に、大澤および久保（2003）を参考に、70 %エタノールに 1 分浸漬後
に滅菌水で 3 回洗浄し、その後、2 ~ 5 倍希釈の次亜塩素酸ナトリウム水溶液に 15 分浸漬
して滅菌水で 3 回洗浄する作業を 2 回行い、寒天上で 2 日かけて無菌的に発芽させた。こ
の段階でできるだけ生長のそろっているものを選び、それを上記プラントボックス内のビ
ーズ担体上に 9 個体設置し、照度 10,000 Lux で 26 ~ 28℃、栽培期間は Kurki-Helasmo et al.
（1998）の試験方法を参考に 7 日間とした。栽培用 MC 溶液には栄養塩として表 4-1 に示
すような木村氏 B 液（馬場および高橋 , 1960）を用い、設定 MC-LR 濃度を 0（対照系）、
100、500、1,000 µg・l-1となるように濃度調節し、pH を 5.0 ~ 5.5 に調整して用いた。その
際の MC-LR 実測濃度は 0.0、72.4、374.3、768.8 µg・l-1であった。また、ガラスビーズか
らの回収率を検討するために、設定 MC-LR 濃度を 100 µg・l-1とした、イネ無植栽系列も
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用意した。試験は各 3 連とし、播種、移植作業は全てクリーンベンチ内で行った。  
 空芯菜（エンサイ , タキイ種苗株式会社）における実験方法はイネとほぼ同様だが、ガ
ラスビーズを 150 g とし、栽培用 MC 溶液は 65 ml 添加した。また、発芽種子はプラント
ボックス内のビーズ担体上に 9 個体設置し、試験期間は 14 日間とした。栽培用 MC 溶液
には栄養塩として 2 倍希釈したホーグランド養液（Taiz and Zeiger, 2010）を用いた。また、
設定 MC-LR 濃度は 0（対照系）、100、500、1,000、5,000 µg・l-1とした。 
 




て抽出液（メタノール：酢酸：超純水＝20：5：75）を 40 ml 添加し、超音波処理（3 min、













・アンモニア態窒素（インドフェノール青吸光光度法：JIS K 0102 42.2 に準拠）  
・亜硝酸態窒素（N-（1-ナフチル）エチレンジアミン吸光光度法：JIS K 0102 43.1.1 に準
拠）  
・硝酸態窒素（ブルシン吸光光度法：下水試験方法に準拠）  
・全窒素（銅・カドミカラム還元法：JIS K 0102 45.1 に準拠）  
・リン酸態リン（モリブデン青吸光光度法：JIS K 0102 46.1.1 に準拠） 
・全リン（ペルオキソ二硫酸カリウムによる分解法：JIS K 0102 46.3.1 に準拠）  
全窒素および全リンについては、試料にペルオキソ二硫酸カリウムのアルカリ性溶液を











エルテック製 QuAAtro 2-HR による連続流れ分析（CFA: Continuous Flow Analysis, JIS K 
0170）を用いて行った。  
 
4-2-4 統計解析  
本研究でいくつかの統計解析手法を用いているが、主に Microsoft Office Excel のアドイ
ンとフリーソフトの R を基礎としたユーザーインターフェースである EZR を用いて行っ
た。  
 
4-3 実験結果  






図 4-3 に空芯菜における葉および根の湿重量と乾燥重量についてまとめた。ANOVA お
よび多重比較検定として Dunnet 法を用いた結果、葉（地上部）において、初期濃度 5,000 µg・
l
-1のみで有意差（p < 0.05）が認められた。また、根においては湿重量のみ、初期濃度 5,000 
µg・l-1のみで有意差（p < 0.05）が認められた。  
 
4-3-2 イネにおける栄養塩残存性 























ックスからの MC-LR 回収量を添加量と比較したところ、回収率は平均 94.7 %であった。
これを考慮したイネ実験系各部からの MC-LR 回収量について表 4-2 に示した。物質収支解
析から、イネにおいて系全体からの MC-LR 回収率は全系列において 90 %以上であり、そ
のほとんどが水耕溶液内に残存していた。イネ作物体への蓄積量は根、葉ともに添加量の
1 %未満であり、葉に関しては設定濃度 100 µg・l-1添加系で 0.7 %であったが、500、1,000 
µg・l-1添加系ではともに 0.1 %と非常に低い値を示した。よって、イネの初期生育におい
ては葉への MC-LR 吸収蓄積量は非常に少ないことが示された。  
表 4-3 には空芯菜における MC-LR の物質収支をまとめた。作物体への蓄積量は 1 %未満
であった。溶液への残存率は、初期設定濃度 1,000 µg・l-1以下では 78.8 %以上であったが、
5,000 µg・l-1では平均 65 %と減少していた。また、それに伴い回収率も 59.4 % ~ 98.3 %と
大きく変動した。つまり、4.6 ~ 40.6 %の MC-LR が実験系内から消失したことが明らかと
なった。  
 
4-3-4 MC-LR 蓄積特性 
イネ実験における、実験開始時と終了時における MC-LR 濃度の実測値を比較したグラ








い傾向が見られた。そこで、図 4-8 の各グラフに対して Michaelis-Mentens 式を適用し、最










 空芯菜における作物体への MC-LR 蓄積特性に関して図 4-9 にまとめた。図より、空芯菜




















   TDI（耐容 1 日摂取量）= 0.04 µg・kg-human-1・day-1 
⇒ 2.4 µg-MC・day-1 （成人男性の体重を 60kg と仮定  ） 
EHE（人への予測暴露量）  
= 作物内 MCs 蓄積濃度（µg・g-W.W.-1）  
×推定消費量（g・human-1・day-1）  
 







を用いたものを作成した。これら 3 つの回帰式それぞれのリスク発生下限濃度は 75.2（①）
~ 175（②）~ 1,000（③）µg・l-1と非常に広い幅を持ってしまっている。この結果を基に、






予防原則の観点から空芯菜は曝露（初期）濃度が 75.2 µg・l-1 以下において HQ ＜ 1、す
なわちリスクなしと判断された。  
 
4-4 考察  





83.8 ~ 99.1 %であり、0.8 ~ 16.2 %が実験系内から消失していた。実験は無菌環境下で行っ
たため、分解菌のコンタミネーションによる消失は考えにくい。この点について、固相抽
出法を用いた、根および葉の凍結乾燥粉末からの MC-LR 回収率を別途検討したところ、
それぞれ 95 %、106 %であった。これらの事実を考慮すると、物質収支解析で明らかとな
った MC-LR の消失要因として、イネによる解毒機構が考えられた。動物細胞におけるグ
ルタチオン抱合作用は MC の解毒機構の 1 つであることが明らかとなっているが（Campos 





リ）の MC-LR 吸収能が低いことを意味するからである。  












4-4-2 イネの生長阻害に関する過去の報告との比較  
MC の主な毒性は PP 1 および 2A の阻害作用である  （Honkanen et al., 1990; MacKintosh et 
al., 1990）。これは植物も例外ではないと考えられている（Stubbs et al., 2001）。本研究では
微量の MC-LR が根および葉から検出されたにもかかわらず、生長阻害は見られなかった。
Maejima et al.（2014）は品種不明の日本産イネの半数影響濃度（Half maximal (50 %) effective 
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concentration, EC50）を 900 µg·l-1と報告し、それは Chen et al.（2004）による中国産イネ
O. sativa cv. Liang-you-pei-9（LYP9）と似た値であったと論じている。  これらの報告は本
研究結果と異なっているが、その原因として、①作物の健全な成長のための栄養素の有無、




判断できる（図 4-7）。一方、Liang et al.（2016）は、中国産イネ O. sativa cv. Huai-dao 8（HD8）









な物質を根から分泌しており、その中にはモミラクトン A、B（Badri and Vivanco, 2009）
も含まれており、 Chung et al.（2007）によるとモミラクトンは M. aeruginosa の成長に影
響を与えるようである。それ故、MC-LR が根からの分泌を活性化させた可能性がある。一
方、リン酸吸収阻害について、Freitas et al.（2015）は 1 ~ 100 µg·l-1の MC-LR を 5 日間曝






あるアルバトロス種のタンパク質発現が低濃度の MC-LR 曝露（13-78 µg·l-1）で変化した
が、組織重量に差は見られなかったと報告している。加えて、MC は様々な植物に対して
酸化ストレス源に成り得ると報告されている（Gehringer et al., 2003; Chen et al., 2004; Yin et 
al., 2005; Pflugmacher et al., 2007; Chen et al., 2010; Jiang et al., 2011）。本研究で用いた MC





4-4-4 イネ・空芯菜の MC-LR 吸収蓄積特性解析  





ネ O. sativa cv. Koshihikari の MC-LR 吸収蓄積特性に関する最初の報告になる。植物細胞壁
は網目構造を取っており、その空隙サイズは 5 ~ 10 nm と言われている（Wyman, 2013）。


















のグラフを作成、その後に Michaelis-Menten 式を適用して Vmax および Km をそれぞれ推
定した。その結果、  Vmax は 0.0013 nmol・g-root (D.W.)-1・h-1、Km は 28.7 nM と算出さ
れた。これらの値は、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）を用いたアンモニアやジペ
プチド吸収に関する既往報告のものよりも非常に低いものであった（Wang et al., 1993; 








る可能性は否定できず、従って MC-LR 濃度が 75.2 µg・l-1を超えるような水圏への空芯菜
を用いたフロート式水耕栽培装置の様な生態工学技法の導入は、食の安全性に関するリス
クを増加させる危険性がある。カナダ保健省（2012）は親水域の水質ガイドラインとして



































表 4-6 はイネにおける MC の蓄積特性に関して、本研究および既往研究をまとめたもの
である。Chen et al.（2004）の報告において、O. sativa cv. LYP9（インディカ米）実生の
MC 蓄積量は、3,000 µg·l-1の曝露において 5.40 ng-MC-LR equiv.・g (F.W.)-1と、O. sativa cv. 
Koshihikari および O. sativa cv. HD8（Liang et al., 2016）と比較して低い値であった。しか




ある。更に、Liang et al.（2016）は作物体への MC 蓄積量の単位を統一していない（要旨、
本文、グラフの単位が全て異なる）。それ故、品種間比較が非常に困難なものとなった。し
かしながら、傾向としては O. sativa cv. LYP9 の MC 吸収蓄積能は、O. sativa cv. Koshihikari
および HD8よりも低いとものであった。O. sativa cv. LYP9の親品種はインディカ米であり、
O. sativa cv. Koshihikari および HD8 ではジャポニカ米である。従って、インディカ米はジ





4-5 まとめ  
日本産イネの O. sativa cv. Koshihikari 実生は MC-LR を吸収し、地上部へ蓄積可能である







































表 4-1. 木村氏 B 液組成  
Components Amount 
(NH4)2 SO4 48.2 mg 
K2 SO4 15.9 mg 
MgSO4 65.9 mg 
KNO3 18.5 mg 
Ca(NO3)2 59.9 mg 
KH2 PO4 24.8 mg 
Fe-citrate 2~5 mg 
Distilled water 1 L 


































































0 - - - - - - 
100 
1 2.89 2.53 N.D. 0.01 87.8 
2 2.92 2.63 N.D. 0.01 90.3 
3 2.88 2.84 N.D. 0.01 99.1 
500 
1 14.58 12.90 0.04 0.02 88.9 
2 15.04 13.14 0.04 0.01 87.7 
3 15.30 13.17 0.04 0.01 86.4 
1,000 
1 30.99 26.95 0.06 0.01 87.2 
2 31.09 25.99 0.06 0.01 83.8 





















































0 -  -  - - -  - 
100 
1 5.58 4.72 N.D. 0.03 85.3 
2 5.62 5.12 0.01 N.D. 92.5 
3 5.82 4.55 0.03 N.D. 78.8 
500 
1 26.27 24.51 0.02 N.D. 93.4 
2 22.39 21.99 0.02 N.D. 98.3 
3 23.00 21.75 0.06 0.05 95.0 
1,000 
1 48.95 39.38 0.03 0.01 80.5 
2 49.60 37.57 0.08 0.02 75.9 
3 46.61 43.47 0.10 0.06 93.6 
5,000 
1 286.87 197.77 0.58 0.04 69.2 
2 265.19 157.24 0.32 0.07 59.4 



















表 4-4．初期栄養塩濃度の検証結果  
Setting MC-LR（µg・l-1） T-N（mg・l-1） T-P（mg・l-1） 
0 28.20 ± 0.02 6.90 ± 0.00 
100 28.75 ± 0.46 7.70 ± 0.37 
500 28.65 ± 0.07 6.95 ± 0.32 






























表 4-5. 現在までに明らかとなっているペプチドトランスポーター  
トランスポーター  学名  作物種  
ペプチドトランスポーター（PTR）  
AtPTR1-5 Arabidopsis thaliana シロイヌナズナ 
HaPTR4 Hakea actites ハケア 
HvPTR1 Hordeum valgare オオムギ 
NaPTR1 Nepenthes alata ウツボカズラ 
VfPTR1 Vicia fafa ソラマメ 
BnNRT1-2 Brassica napus セイヨウアブラナ 
オリゴペプチドトランスポーター（OPT） 
AtOPT1-9 Arabidopsis thaliana シロイヌナズナ 
OsGT1 Oryza sativa イネ 
BjOPT6 Brassica juncea カラシナ 
PTR…di、tripeptide およびヒスチジン、硝酸塩の細胞膜内輸送に関与  
OPT…tetra、penta peptide およびグルタチオンの細胞膜内輸送に関与  




















表 4-6. 各イネ栽培品種（O. sativa cultivar.）の MC 吸収量比較  
Cultivar MC variant Parts 
MCs exposure concentration (µg・l-1) 
Unit Reference 






Aerial - 5.12 - - 5.40 
ng-MC-LR・equiv. 
・g-F.W.-1 











Leaf - - - c.a. 130 241 
* 
Liang et al., 
2016 Stem - - - c.a. 35 32.5 
 
* Liang et al.（2016）においては、同様の値にもかかわらず、グラフでは µg-MCs・g-F.W.-1、本文では µg-MCs・kg-F.W.-1、要旨部分で





































図 4-1．作物根中の物質移動経路（出典：Taiz and Zeiger, 2010）  





















































図 4-2. イネの葉（A）および根（B）の重量比較 












































































図 4-3. 空芯菜の葉（A）および根（B）の重量比較  











































































図 4-4．イネにおける実験終了時の硝酸、アンモニア、全窒素（A）、  
リン酸および全リン（B）の残存栽培溶液内濃度の比較  
有意差の検討は Dunnett の方法を用い、対照系に対して  















































































































R² = 0.9881 
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図 4-6. イネにおけるスタンダード試料（A）と実試料中（B）の MC-LR の 


































図 4-7. イネにおける MC-LR の初期および実験終了の実測濃度  






























































































































































図 4-9. 空芯菜の MC-LR 吸収蓄積特性  




y = 0.0044x 

































Initial concentration （µg・l-1） 
y = 0.0006x 











































































図 4-10. 曝露初期濃度に対する HQ 




y = 0.0133x 
R² = 0.9937 
y = 0.001x 
R² = 0.9791 
y = 0.0057x 








































































































































図 4-13. イネ冠根細胞におけるエンドサイトーシスによるヘモグロビン吸収の模式図  
















第 5 章 農業用水源管理方策の検討  
 
5-1 本研究で得られた成果  
本研究において明らかとなった点は以下の通りである。また、図 5-1 は重要部をまとめ
たものである。  
1.  黒ボク土および赤玉土は MC-RR、-YR、-LR を吸着可能であり、吸着率は全 MC 濃度
で其々90 %、95 %と非常に高い値であった。  
2.  黒ボク土および赤玉土共に MC-LR 吸着特性は Henry 式に従った。  
3.  黒ボク土の KH（Henry 式の吸着定数）は、初期 pH 3.5 を除き pH 影響を受けないこと
が明らかとなった。  
4.  赤玉土の KHは初期 pH 3.5 で最も高く、pH 5.5 ~ 7.5 でほぼ一定、pH 9.5 において減少
することが分かった。よって灌漑用水源でアオコの異常増殖が確認された場合、水源
の pH が 9.5 を超えるような条件下では粘土鉱物による MC-LR 土壌吸着能の減少する
恐れがある。  
5.  両土壌共に pH 緩衝作用が働き、KHの変動を抑えることが分かった。  
6.  日本産イネの Oryza sativa cv. Koshihikari 実生は MC-LR を吸収し、地上部へ蓄積可能
であることが明らかとなった。  
7.  O. sativa cv. Koshihikari への添加 MC-LR 量のうち 87 ~ 92 %が吸収されず、溶液中に残
存することが分かった。  
8.  O. sativa cv. Koshihikari の MC-LR 膜輸送機構は高親和性かつ低速であることが分かっ
た。  
9.  O. sativa cv. Koshihikari においては生長阻害が見られなくとも、リン酸吸収阻害および
窒素化合物の分泌が起きることが分かった。  
10. 空芯菜への MC-LR 曝露においては、曝露濃度が 75.3 µg・l-1以下で食の安全性に関し
てリスクなしと判断された。  
11. 上記濃度は高濃度であるため、日本国内では土壌による緩衝作用も相まって、作物へ







は添加溶液 pH 9.5 において減少するというものがある。農林省公害研究会が昭和 45 年に

























定はポータブル pH メーター等を用いずとも、簡易な pH 試験紙で十分測定可能である。よ











断つことなくベストミックスというものである（稲森編 , 2008）。図 5-2 は地方における灌
漑用水源周辺へのバイオ・エコエンジニアリングの適用例であるが、家庭排水由来の栄養

















である（武田, 2012）。未来を見据え、不断の努力を継続して行い続ける必要がある。  
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図 S-1. 初期 pH 3.5 における黒ボク土の MC-LR 吸着等温データに対する  




y = 0.1687x - 0.002 
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図 S-2. 初期 pH 7.5 における黒ボク土の MC-LR 吸着等温データに対する  




y = 0.0437x + 0.0002 
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図 S-3. 初期 pH 9.5 における黒ボク土の MC-LR 吸着等温データに対する  





y = 0.0002x + 0.0441 












y = 0.043x + 0.0002 












y = -203.79x + 4655.7 

















































図 S-4. 初期 pH 3.5 における赤玉土の MC-LR 吸着等温データに対する  
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図 S-5. 初期 pH 5.5 における赤玉土の MC-LR 吸着等温データに対する  
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図 S-6. 初期 pH 7.5 における赤玉土の MC-LR 吸着等温データに対する  
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図 S-7. 初期 pH 9.5 における赤玉土の MC-LR 吸着等温データに対する  
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図 S-8. MC-LR 吸着等温データに対する Freundlich の適用結果  
A-黒ボク土 , B-赤玉土  
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A, Initial pH 3.5 B, Initial pH 3.5 
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